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【背　　景】
　従来より乳癌の予後予測因子として、腫瘍径、リンパ節転移個数などがあげられてきたが、近年、
分子生物学の発展とともに、エストロゲンレセプターやhuman epidermal growth factor receptor 2 
（HER2） の発現、Ki-67などの分子マーカーを用いた乳癌の分類（subtype） と予後、治療効果予測が
なされている。また遺伝子解析技術の普及にともない遺伝子発現解析を用いた予後因子の同定がなさ
れており、化学療法の適応の見極めに関する有用性が示唆されている。しかし、このような乳癌の個
別化治療が進む中で、依然としてエストロゲンレセプターやHER2の発現状況と化学療法の抗癌剤感
受性、また化学療法による抗癌剤感受性の変化、耐性の獲得については不明な点が多く、個々の患者
に対し最適な抗癌剤を選択する事はいまだ困難である。
【目　　的】
　乳癌の化学療法の効果を予測し、乳癌のsubtypeと抗癌剤感受性との関係、また術前化学療法によ
り感受性がどのように変化するのかを検討するために、collagen gel droplet embedded culture drug 
sensitivity test （CD-DST法）を用いて抗癌剤感受性試験を行った。
【対象と方法】
　東京大学医学部附属病院・乳腺内分泌外科における2008年１月から2012年９月までの検体採取可能
であった乳癌患者59例59検体を対象とした。本研究は東京大学医学部倫理委員会において承認済みで
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あり、検査に際しては文書による患者の同意も取得されている。
　年齢は34から83（平均60.4）歳で、乳腺組織が53検体でリンパ節組織が６検体（腋窩リンパ節６検体）
であった。乳腺組織検体は全例浸潤癌で、乳頭腺管癌17例、充実腺管癌９例、硬癌18例、apocrine癌
４例、粘液癌１例、浸潤性小葉癌４例であった。また分子マーカーではエストロゲンレスプター陽性
が33例、陰性が26例であり、HER2遺伝子の発現では、HER2陽性が17例、陰性が42例であった。術
前に化学療法を施行した症例は11例であった。
　手術による摘出検体の腫瘍部分を無菌的に１cm３大摘出し、その後、腫瘍を細切し、細胞分解酵素
を用いて37℃で２時間処理をした。次にコラーゲン・ゲル・フラスコで予備培養を行い、30μLのコ
ラーゲンゲル中に細胞を包埋し三次元培養を行い、培養後に5-FUを1.0μg/ml、epirubicinを0.1μg/
ml、paclitaxelを1.0μg/mlで24時間培養細胞と接触させた後、ニュートラルレッド染色にて生細胞の
み画像解析定量を行った。癌細胞コロニーの体積を薬剤非接触群（C）と薬剤接触群（T）との相対
増殖率の比T/C（%）値を求め、50%以下を高感受性、50から60%を中等度感受性、60%以上を低感
受性とした。
　エストロゲンレセプター陽性群と陰性群の２群間において、epirubicin、paclitaxel、5-FUに対する
感受性を比較検討した。また、HER2遺伝子過剰発現陽性群と陰性群の２群間においても同様の感受
性を比較検討した。術前化学療法施行症例群と術前化学療法非施行症例群の２群間においては感受性
試験評価が可能であった症例の割合を比較検討した。
　両群間の比較はMann-Whitney U-testを用い、P<0.05を有意とした。
【結　　果】
　HER2過剰発現の有無と抗癌剤感受性との関連については、5-FU、epirubicin、paclitaxelいずれの
薬剤においてもHER2過剰発現の有無と抗癌剤感受性との間には有意な相関は認められなかった。エ
ストロゲンレセプターの発現の有無と抗癌剤感受性との関連については、エストロゲンレセプターの
発現状況とepirubicinとの感受性には有意な相関がみとめられ、エストロゲンレセプターの発現を認
めるホルモン陽性乳癌はepirubicinに対する抗癌剤感受性が相対的に低下することが判明した。また
5-FU、paclitaxelに関しても有意な相関とまではいかなかったが、epirubicin同様エストロゲンレセプ
ター陽性乳癌は抗癌剤感受性が低い傾向が認められた。また術前化学療法施行の有無と抗癌剤感受性
評価可能率との間には有意な相関が認められ、術前化学療法を施行すると、抗癌剤感受性試験の評価
可能率が低下することが判明した。
【考　　察】
　近年の遺伝子解析の発展に伴い、乳癌もエストロゲンレセプター、プロゲステロンレセプター、
HER2、Ki-67の過剰発現状況からluminal （ホルモンレセプター陽性/HER2陰性）、luminal-HER2 （ホ
ルモンレセプター陽性/HER2陽性）、HER2-enrich （ホルモンレセプター陰性/HER2陽性）、triple-
negative （ホルモンレセプター陰性/HER2陰性） の４つのsubtypeに分類されている。これらの
subtypeはそれぞれ、予後や治療効果が異なる事が知られており、例えばホルモン陽性乳癌では、化
学療法は奏功しづらく、luminal型の乳癌では化学療法による過剰治療をさける事が推奨されている。
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今回の我々の検討でも、エストロゲンレセプター陽性の検体は陰性の検体と比較してepirubicinに対
して有意に感受性が低く、また５-FU、paclitaxelに対しても、統計学的有意差はでなかったものの、
エストロゲンレセプター陽性症例の抗癌剤感受性は低い傾向を示した。
　一方HER2陽性乳癌は化学療法が奏功しやすい事が知られており、特にアンスラサイクリン系薬
剤の標的酵素であるtopoisomeraseⅡalpha （topoⅡalpha） がHER2遺伝子の近傍に位置する事から、
HER2陽性乳癌ではアンスラサイクリン系薬剤が奏功し易い。今回の我々の検討ではHER2過剰発現
と薬剤感受性との間に相関は認められなかったが、HER2陰性検体数が25例であるのに対し、HER2
陽性検体数が10例とHER2陽性検体数が少なく、さらなる症例の蓄積が必要であると思われた。
　術前化学療法を施行する事により、腫瘍のviabilityが低下し、腫瘍増殖因子であるKi-67の発現が低
下する事が知られている。今回の我々の検討においては、術前化学療法施行症例では有意に感受性評
価可能率が低下しており、原因として術前化学療法による腫瘍のviabilityの低下により、腫瘍細胞の
培養が困難であった可能性が考えられた。
【結　　論】
　本研究では、ホルモンレセプター陽性乳癌においてepirubicinに対して有意に低感受性が認められ
る事を示し、CD-DST法が今後の乳癌化学療法を選択する上で有用となり得る事を明らかにした。
論　文　審　査　の　結　果　の　要　旨
【論文概要】
　従来より乳癌の予後予測因子として、腫瘍径、リンパ節転移個数などがあげられてきたが、近年、
分子生物学の発展とともに、エストロゲンレセプターやhuman epidermal growth factor receptor 2 
（HER2） の発現、Ki-67などの分子マーカーを用いた乳癌の分類（subtype） と予後、治療効果予測が
なされている。しかし、このような乳癌の個別化治療が進む中で、依然としてエストロゲンレセプ
ターやHER2の発現状況と化学療法の抗癌剤感受性、また化学療法による抗癌剤感受性の変化、耐性
の獲得については不明な点が多い。申請論文ではエストロゲンレセプターやHER2の発現状況と抗
癌剤感受性、また化学療法による抗癌剤感受性の変化を明らかにすることを目的として、乳癌患者
59検体を対象にcollagen gel droplet embedded culture drug sensitivity test （CD-DST法） を用いて
5-FU、epirubicin、paclitaxelとの感受性を検討している。結果、（1）HER2過剰発現の有無と5-FU、
epirubicin、paclitaxelとの感受性の間には有意な相関は認められないこと、（2）エストロゲンレセプ
ターの発現を認めるホルモン陽性乳癌はepirubicinに対する抗癌剤感受性が相対的に低下すること、
（3）術前化学療法を施行すると、抗癌剤感受性試験の評価可能率が低下することを明らかにしてい
る。これらの結果から、CD-DST法による感受性試験の結果と、実臨床におけるホルモン陽性乳癌は
化学療法が奏功しづらいという知見との間に矛盾を認めないことを示し、抗癌剤治療効果予測におい
てCD-DST法は有用であると結論づけている。
【研究方法の妥当性】
　申請論文では、乳癌患者59検体を対象に、確立された実験方法であるCD-DST法により抗癌剤の感
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受性を測定し、エストロゲンレセプターやHER2の発現状況と感受性との相関を解析している、また
適切な対象群の設定と客観的な統計解析を行っており、本研究方法は妥当なものである。
【研究結果の新奇性・独創性】
　乳癌の予後治療効果因子であるエストロゲンレセプターやHER2の発現状況と抗癌剤感受性試験と
の相関は明らかではなく、申請論文においてはCD-DST法を用いてこれら因子と抗癌剤感受性との相
関を初めて明らかにしている。この点において本研究は新奇性・独創性に優れた研究と評価できる。
【結論の妥当性】
　申請論文では、適切な対象群の設定の下、確立された実験手法と統計解析を用いて、エストロゲン
レセプターの過剰発現状況、及びHER2の発現状況と抗癌剤感受性との相関を検討している。そこか
ら導き出された結論は外科学、分子生物学など関係領域における知見を踏まえても妥当なものであ
る。
【当該分野における位置付け】
　申請論文ではin vitroの抗癌剤感受性試験であるCD-DST法を用いて、乳癌の予後治療効果因子と
抗癌剤感受性の相関を明らかにすることを試み、その結果、CD-DST法が乳癌の化学療法選択におい
て有用であることを明らかにしている。この研究成果は個々の患者に最適な医療を提供するテーラー
メイド医療の発展に寄与する意義深い研究であると評価できる。
【申請者の研究能力】
　申請者は腫瘍学、分子生物学の理論を学び実践したうえで、適切な仮説と検証に必要な実験方法を
立案、遂行しており、申請者の研究能力は高いと思われる。
【学位授与の可否】
　本論文は独創的で質の高い研究内容を有しており、当該分野における貢献度も高い。よって、博士
（医学）の学位授与に相応しいと判定した。
（主論文公表誌）
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